プロポリス由来Caffeic acid phenethyl esterのガングリオシドGD₃単分子膜への分布と作用 by 戸泉 文江 et al.
99J. of Kyushu Univ. of Health and Welfare. 16 :  99 〜 102, 2015
緒言
　プロポリスはミツバチがその行動圏にある種々の植物
から摂取した樹液や花粉などと、自らの分泌物を混ぜ合
わせた物質である。ミツバチの巣内の温度は35〜36℃で
湿度も高く、雑菌が増殖しやすい環境にもかかわらずプ
ロポリスがあることで菌の増殖を防いでいる。このよう
なプロポリスの働きに着目し、人々は古来よりプロポリ
スを民間薬として利用してきた。現在、海外では外用薬
として利用されており、日本では生理活性物質の含有が
顕著な健康補助食品として広く用いられている。１, ２）
　プロポリスの成分として、フラボン類、アルデヒド類、
カルコン類など200種類以上の物質が報告されており、
主な生理活性としては抗菌活性、抗炎症活性、抗酸化活
性、そして近年では抗腫瘍活性も報告されている。３）プ
ロポリスの成分研究から、抗腫瘍活性を有する成分とし
て、カフェイン酸フェネチルエステル、アルテピリンC
などの化合物が明らかにされている。４）プロポリスの成
分は地域によって、また起源植物によって科学的な組成
が異なるため多様であり、このことは同時に生理活性の
差としても現れる。そのため、構成成分を明らかにし、
活性成分を特定することはプロポリスを利用する上で大
変重要である。ヨーロッパ産、ブラジル産、中国産、オー
ストラリア産などのプロポリスは構成成分が明らかに
なってきており、起源植物も特定されている。３）　一方、
南アジア産のプロポリスの研究はあまり進んでいないこ
とから、我々はネパール産プロポリスの成分研究を行い、
報告した。５）ネパールのKathmanduから採取されたプロ
ポリスから、カフェ酸エステル誘導体、フラボノイド誘
導体、ケイヒ酸誘導体を単離し、Naryanghat産からフラ
ボノイド誘導体を単離した。５）
　今回、Kathmandu産プロポリスから単離されたカフェ
酸誘導体のうち、カフェイン酸フェネチルエステルの抗
腫瘍活性を膜レベルで検討することを目的として研究を
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Abstract
 The distribution of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) isolated from propolis in ganglioside GD3 (GD3) 
monolayer as a model membrane of tumor, and the effect of CAPE on GD3 were observed by atomic force 
microscopy (AFM).  CAPE distributed in the GD3 monolayer markedly changed the morphology of GD3 
monolayer from a flat pattern to a percolation pattern.  The effect of CAPE on the GD3 membrane was 
similar to that of known antitumor compounds, suggesting that CAPE may possess antitumor activities.
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３．AFM測定
　JEOL製の原子間力顕微鏡JSPM-5200を使って、膜の
表面状態を観察した。AFMの探針には、金でコーテイ
ングされたシリコン製のCSC38マイクロカンチレバー
（バネ定数0.08N/m，長さ250μm，厚さ1.0μm）を使用
した。AFMの観察は、空気中でコンタクトモードで行っ
た。
結果と考察
１．DPPC膜へのCAPEの分布
まず最初に、DPPC膜のAFM画像をFig.１に示す。
DPPC膜は平坦で均一である。
　次に、DPPCにCAPEをモル分率で0.1含有させた溶液
を気液界面に展開して得たLB膜のAFM画像をFig.２に
示す。
行った。
　我々はこれまでに生体膜モデルとしてLangmuir-
Blodgett（LB）膜を使って、原子間力顕微法（Atomic 
force microscopy, AFM）で膜の表面状態６, ７）、および膜
中への薬物の分布と作用８）を直接的に観察している。ガ
ングリオシドは膜の表層に存在し、細胞認識やシグナル
伝達などに関与している糖脂質であり９）、ラフトにはガ
ングリオシドGD1aが多く存在する。６）一方、ガングリオ
シドGD3（GD3）は腫瘍細胞中に多く発現する。10, 11）そこで、
腫瘍のモデル膜としてGD3のLB膜に、プロポリス単離
化合物であるCaffeic acid phenethyl esuter（CAPE）を添
加して、CAPEの作用をAFMで観察した。
実験
１．試料
　Caffeic acid phenethyl ester（CAPE）は、ネパール
Kathmanduで採取されたプロポリスから先の報告５）で単
離したものを使用した。CAPEの構造式をChart１に示
す。
Ganglioside GD3（GD3）とL-α-dipalmitoylphosphatidyl 
choline（DPPC）はシグマ社製の特級品を用いた。水は
スーパーQシステムの純水を用いた。
２．LB膜の作製
　GD3をクロロホルム／メタノール（７：３）混液に溶
かして１mM溶液とし、これを25℃の水をはったトラフ
上に展開して10分間静置し、気液界面でGD3の単分子膜
を形成させた。表面圧測定機（協和界面科学製HBM-A）
で、膜圧30mN/mまで圧縮した後、垂直浸漬法でマイカ
基板上にLB膜として採取した。CAPEを取り込ませた
GD3膜は、GD3とCAPEをクロロホルム／メタノール（７：
３）混液に溶解させた溶液を気液界面に展開することで
得た。DPPCのLB膜、CAPEを取り込ませたDPPCのLB
膜も同様に得た。
Chart１　CAPEの構造式
Fig.１　DPPC膜のAFM画像
Fig.２　CAPEを添加したDPPC膜のAFM画像
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GD3単独では平坦で均一だった膜が、CAPEが入ること
でGD3膜がパーコレーションパターンに変化した。これ
はGD3とCAPE間の強い相互作用を示している。GD3は
腫瘍中に多く存在する糖脂質であり10）、GD3 LB膜は腫
瘍モデル膜を表している。CAPEが入ることでGD3膜の
状態が劇的に変化したことから、CAPEは腫瘍細胞に影
響を与えそうなことが示唆される。同様な結果は、抗腫
瘍活性化合物OSW-1がGD3膜に分布した際に観察されて
いる。11）
　Fig.５の青線部の高さ表示をFig.６に示す。Fig.６か
ら明らかなように、パーコレーションパターンを示した
膜面は平坦ではなく高低があることがわかる。Fig.５の
パーコレーションパターンで、色が明るい部分が高さが
高く、色が暗い部分が低くなっている。
CAPEを含ませたDPPC膜も平坦で均一であった。DPPC
のLB膜は正常膜モデルを表しており、このことから
CAPEは正常膜には影響を与えないこと、すなわち副作
用の心配がほとんどないことが示唆される。同様な結果
は、抗腫瘍活性化合物OSW-1がDPPC膜に影響を与えな
いことが示されている。８）
２．GD3膜へのCAPEの分布と相互作用
　GD3膜のAFM画像をFig.３に示す。GD3膜は平坦で均
一であった。
Fig.３の青線部の高さ表示をFig.４に示す。Fig.４から
膜面が平坦であることが確認できる。
　次に、GD3にCAPEをモル分率で0.1含ませた膜の
AFM画像をFig.５に示す。
Fig.３　GD3膜のAFM画像
Fig.５　CAPEを添加したGD3膜のAFM画像
Fig.４　Fig.３青線部の高さ表示
Fig.６　Fig.５青線部の高さ表示
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結論
　CAPEは正常膜モデルであるDPPC膜には全く影響を
与えなかったが、腫瘍モデル膜であるGD3膜に対しては
相互作用を引き起こし、GD3膜の平坦で均一だった膜面
をパーコレーションパターンに変えた。このことから、
CAPEはGD3と強い親和性があり、腫瘍細胞に影響を与
えそうなことが明らかになった。これまでに報告４）され
ているCAPEの各種腫瘍細胞に対する細胞毒性と合わせ
て、本研究のAFM画像からもCAPEの抗腫瘍活性が示唆
された。
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